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Izvlecˇek
Cilj zakljucˇne naloge je bil izdelati refraktometer, ki bi lahko spektralno izmeril lomne ko-
licˇnike tkiv. Na zacˇetku razložim osnovne metode na katerih temelji moj sistem. Obrav-
navam dosedanje metode za merjenje lomnega kolicˇnika, ter izdelam svoj sistem za spek-
tralno merjenje. V zakljucˇnem delu naloge izvedem meritve ter podam dobljene rezultate,
hkrati pa tudi podam možnosti izboljšav.




The goal of the thesis was to build a refractometer that measure spectrally resolved re-
fractive indices of biological tissues. In the first part of the thesis the background of the
refractometry and tissue properties are presented. Next, design, specific parts and con-
struction of the refractometer, based on the reflectance Abbe refractometer, are presented.
The constructed system was characterized using air and water as samples. Finally, possi-
ble improvements of the system are presented. It was demonstrated, that the reflectance
Abbe refractometer can be fully automatized and be used to perform spectrally resolved
refractometry.
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Biomedicinska optika je podrocˇje fizike, ki raziskuje interakcijo svetlobe z biološkimi
tkivi. V zadnjem cˇasu podrocˇje zaradi hitrega razvoja svetlobnih izvorov, detektorjev in
racˇunalnikov doživlja razcvet, ki posledicˇno pomeni razvoj novih diagnosticˇnih in tera-
pevtskih medicinskih tehnik. V biomedicinski optiki ima velik pomen poznavanje op-
ticˇnih lastnosti tkiv, kot so absorpcijski in sipalni koeficient, sipalna funkcija in lomni
kolicˇnik. Lomni kolicˇnik tkiv vpliva na odboj, lom in posredno tudi na sipanje svetlobe.
Tipicˇne vrednosti lomnih kolicˇnikov za tkiva so med 1,335 (ocˇesna lecˇa) pa vse tja do
1,620 (zobovje)[1]. Vrednost lomnega kolicˇnika pa je odvisna ne samo od samega tkiv-
nega vzorca, ki ga preucˇujemo, ampak tudi od valovne dolžine uporabljene svetlobe. Po-
znavanje spektralne odvisnosti lomnega kolicˇnika tkiva je pomembno za razumevanje in
razvoj terapevtskih in diagnosticˇnih opticˇnih tehnik v medicini, saj se glede na aplikacijo
uporablja izbran interval svetlobe.
Merjenje lomnih kolicˇnikov bioloških tkiv lahko izvedemo na mnogo nacˇinov, med
drugimi z uporabo refraktometra na opticˇno vlakno, goniometricˇnim nacˇinom z uporabo
laserskega izvora ali opticˇno koherencˇno tomografijo (OCT). Preprost in ucˇinkovit na-
cˇin merjenja je uporaba Abbejevega refraktometra v odbojnem nacˇinu. Princip delovanja
Abbejevega refraktometra temelji na tem, da divergentni snop svetlobe pošljemo skozi
krajšo stranico prizme proti daljši stranici na kateri je prislonjen vzorec oz. biološko
tkivo. Pri tem pride do delnega odboja in delnega prehoda svetlobe, kar je odvisno od
vpadnega kota svetlobnih žarkov. Cˇe ta kot preseže mejni kot popolnega odboja, se vsa
svetloba odbije. Intenziteta odbite svetlobe ima znacˇilno porazdelitev (manjšo intenziteto
za kote, ki so manjši od popolnega odboja, ter višjo intenziteto za kote, ki so vecˇji od
mejnega kota). Prehod med intenzitetami je podrocˇje popolnega odboja.
Obicˇajen Abbejev refraktomter ne omogocˇa merjenja odvisnosti lomnega kolicˇnika od
valovne dolžine svetlobe. Namen tega diplomskega dela je preveriti zmožnost delovanja
spektralno locˇljivega Abbejevega refraktometra. Ta refraktometer bi omogocˇil merjenje
lomnega kolicˇnika bioloških tkiv pri razlicˇnih valovnih dolžinah. Poznavanje spektralne
odvisnosti lomnega kolicˇnika tkiv bo izboljšalo razumevanje interakcije svetlobe in bi-








Svetloba je elektromagnetno valovanje, pri cˇemer so nekatere njegove pomembne lastno-
sti:





• frekenca(ν)/valovna dolžina(λ ) - poveže hitrost svetlobe z energijo fotona (E)
preko enacˇbe(2.2):




h - Planckova konstanta (6.626∗10−34 Js)
• polarizacija - opiše smer nihanja kolicˇine, ki valuje. Pri svetlobi elektricˇno in
magnetno polje nihata pravokotno en na drugega[2].
Slika 2.1: Na sliki je navpicˇno polarizirano elektromagnetno valovanje. Elektricˇni del
valovanja (E) niha pravokotno na magnetni del (B), v smeri Z, z valovno dolžino λ . Slika
je povzeta iz [2].
Vidni del svetlobnega spektra (slika 2.2) se nahaja med 350 nm(vijolicˇna barva) in 750
nm (rdecˇa barva). [3] Hitrost svetlobe je odvisna od snovi, v kateri potuje žarek svetlobe.
V vakuumu je ta hitrost c = 3∗108 m/s.
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Poglavje 2. Svetloba
Slika 2.2: Prikaz valovnih dolžin vidnega dela svetlobe z ustreznimi valovnimi dolžinami.
Slika je povzeta iz [3].
2.2 Lomni kolicˇnik snovi
Lomni kolicˇnik nam poda razmerje hitrosti širjenja valovanja, v našem primeru svetloba,
v vakuumu ter snovi. Deﬁniran je preko enacˇbe (2.3)
n = c/v (2.3)
pri cˇemer z n oznacˇimo lomni kolicˇnik snovi, s c hitrost valovanja v vakuumu in z v fazna
hitrost valovanja v snovi.
Lomni kolicˇnik pove kolikokrat se valovanje premika hitreje v vakuumu kot v snovi.
Za primer, voda ima lomni kolicˇnik nH2O = 1,333 (Tabela 2.1), kar pomeni, da se svetloba
v vakuumu giblje 1,333-krat hitreje kot v vodi. Prav tako nam pove, kako se spremeni
pot valovanja ob prehodu iz ene v drugo snov (lom), kot tudi delež odbitega valovanja pri
prehodu v drugo snov (odboj). Slednji nam tudi poda prepustnost.











Lom svetlobe je fizikalni pojav, do katerega pride zaradi spremembe fazne hitrosti sve-







pri cˇemer sta θ1 in θ2 kota med vpadnim žarkom svetlobe in pravokotnico na podlago,
n1 in n2 pa lomna kolicˇnika za medij skozi katerega potuje svetloba.
Slika 2.3: Na sliki je z navpicˇnico oznacˇena meja med snovjo z lomnim kolicˇnikom n1
(levo) in n2 (desno). Ker je druga snov opticˇno gostejša (n2 > n1), ima svetloba v njej
manjšo fazno hitrost. Kadar preide svetloba iz opticˇno redkejše snovi v opticˇno gostejšo




Do disperzije (slika 2.4) ali razklona pride zaradi odvisnosti fazne hitrosti valovanja od
frekvence. Nastane zaradi razlicˇnega lomnega kolicˇnika pri danih valovnih dolžinah, oz.
povedano drugacˇe, vsaka valovna dolžina svetlobe se lomi pod drugacˇnim kotom v snovi.
Posledica tega je razdelitev bele svetlobe na njene posamicˇne valovne dolžine.
(a) Disperzija bele svetlobe pri potovanju
skozi prizmo.
(b) Prikaz padanja lomnega kolicˇnika stekla
za višje valovne dolžine.
Slika 2.4: Na sliki je prikazana disperzija bele svetlobe, ki preide skozi prizmo z lomnim
kolicˇnikom vecˇjim od zraka. Zaradi zmanjševanja lomnega kolicˇnika z narašcˇajocˇo va-
lovno dolžino obcˇutijo daljše valovne dolžine manjši lomni kolicˇnik, kot tiste s krajšimi
valovnimi dolžinami. Zato se rdecˇa svetloba z valovno dolžino 700 nm lomi pod vecˇjim
kotom kot vijolicˇna barva z valovno dolžino 400 nm [5]. Slika 2.4a je povzeta iz [6] in




Pri prehodu med opticˇno redkejšno in opticˇno gostejšo snovjo pride tudi do odboja sve-
tlobe. Odbiti del svetlobe se odbije pod kotom, ki je enak vpadnemu kotu. Odbojnost pri
pravokotnem vpadu lahko izracˇunamo preko Fresnelovih enacˇb za polarizirano svetlobo





















kjer je n = n2/n1. Zgornje enacˇbe veljajo za polarizirano svetlobo, cˇe pa imamo nepola-





Kadar žarek preide iz opticˇno gostejše v opticˇno redkejšo snov, enacˇba 2.4 nima rešitev
za vstopne kote vecˇje od neke vrednosti. Kotu, pri katerem se to zgodi, pravimo mejni







pri cˇemer je θ0 mejni kot, n2 lomni kolicˇnik opticˇno gostejše snovi, n1 lomni kolicˇnik
opticˇno redkejše snovi. Kadar je vpadni kot vecˇji od mejnega kota, ne pride do loma,




Tkivna optika je podrocˇje, ki raziskuje vpliv širjenja/propagacije svetlobe v tkivu. Zaradi
velike kompleksnosti bioloških tkiv (sestavljajo jo razlicˇni deli, ki imajo svoje opticˇne
lasnosti) jo, zelo težko opišemo z enacˇbami, ki eksaktno opišejo kako svetloba reagira pri
interakciji s tkivi. Zaradi tega obicˇajno gledamo na kožo z makroskopskega stališcˇa in ne
mikroskopskega.
2.6.1 Absorpcija svetlobe v tkivu
Ob interakciji svetlobe s tkivi se je del nje absorbira (pojav pri katerem mocˇ svetlobe
oslabi pri prehodu skozi neko snov, v našem primeru tkivo). Npr. najvecˇji prispevek k
absorpciji svetlobe v koži prinašajo oksigeniran in deoksigeniran hemoglobin ter mela-
nin. Absorpcijo opišemo z absorpcijskim koeficientom µa(λ ), ki nam poda atenuacijo
(oslabitev) svetlobe pri potovanju skozi snov, zaradi pojava absorbcije. [8]
2.6.2 Sipanje svetlobe v tkivu
Svetloba se pri potovanju skozi tkivo siplje. To pomeni, da se ji spreminja smer širjenja oz.
potovanja. Pojav obicˇajno opazujemo v dveh obmocˇjih, ko so sipalci manjši od valovne
dolžine svetlobe, ter ko so vecˇji. Kadar so sipalci manjši od valovne dolžine svetlobe,
nam ta pojav opiše Rayleighovo sipanje (odvisnost sipalnega koeficienta je podana, kot
µsαλ−4). Ko pa so sipalci vecˇji od valovne dolžine svetlobe, to opišemo z Miejevo
teorijo (odvisnost sipalnega koeficienta je podana, kot µsαλ−b, kjer je b blizu vrednosti
1). Ker pa imamo v koži razlicˇne velikosti delcev, imamo prispevek obeh, tako Miejevo
kot Rayleighjevo sipanje (Graf 2.5).
Sipanje nam opiše sipalni koeficient µs(λ ), ki podobno kot absorbcijski koeficient,
poda atenuacijo svetlobe od vpadne ravnine, pri potovanju skozi snov.
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2.6. Tkivna optika
Slika 2.5: Graf prikazuje prispevek Miejevga in Rayleighevga sipanja za kožo. Slika je
povzeta po [8].
2.6.3 Lomni kolicˇnik kože
Uporaba svetlobe v medicinske namene z leti narašcˇa (laserski skalpeli, laserska terapija,
hiperspektralno slikanje ...), zato je pomembno poznavanje lomnega kolicˇnika tkiv. Za-
radi prej omenjene kompleknosti tkiv je težko podrobno napovedati obnašanje svetlobe
ob interakciji s tkivi. Lomni kolicˇnik tkiv je odvisen od posameznega vzorca ter njegove
trenutne sestave (oksigeniranost, dehidracija, porjavelost kože ...). Okvirne vrednosti lo-
mnih kolicˇnikov za posamezna tkiva so podana s tabelo 2.2 [9].







Tabela 2.2: Razpredelnica najosnovnejših tkiv in njihovih lomnih kolicˇnikov. Povzeto po
[1].
Lomni kolicˇnik vecˇine tkiv se giblje med 1,33 in 1,5, saj so tkiva sestavljena primarno
iz vode, katere lomni kolicˇnik je 1,333. Manjša kot je vsebnost vode v tkivu, vecˇji lomni
kolicˇnik bo imelo tkivo. Hkrati je pricˇakovati, da se lomni kolicˇnik z vecˇanjem valovne







Refraktometer je naprava za merjenje lomnih kolicˇnikov. Vecˇina tipov refraktometrov de-
luje na principu popolnega odboja, z uporabo prizme, izvora svetlobe, ter umerjene skale.
Poznamo 4 glavne tipe refraktometrov, ki se uporabljajo za merjenje lomnih kolicˇnikov
tkiv:
• Refraktometer z opticˇnim vlaknom: [1] (Slika 3.1) - Temelji na principu odboja
svetlobe znotraj opticˇnega vlakna (ponavadi narejenega iz silicijevga oksida z od-
stranjenim zašcˇitnim ovojem), ki ga obdaja tkivo oz. merjena snov. Preko znanega
lomnega kolicˇnika zraka (n0) in znanega lomnega kolicˇnika vlakna (nq) ter hkrati
znanega kota, pod katerim izhaja svetloba iz vlakna, lahko preko enacˇbe 3.1 izra-
cˇunamo lomni kolicˇnik tkiva, ki obdaja vlakno. S to tehniko dosežemo natancˇnost
lomnega kolicˇnika na 0,006. Pomanjkljivost pa je, da je potrebno zagotoviti po-









Slika 3.1: Skica prikazuje princip delovanja refraktometra na opticˇno vlakno. Opticˇno
vlakno je vstavljeno v vzorec, katerega lomni kolicˇnik želimo izmeriti. Na izhodu iz
vlakna izmerimo kot, pod katerem izhaja, svetloba ter nato preko enacˇbe 3.1 izracˇunamo
lomni kolicˇnik vzorca. Slika je povzeta po [1].
• Laserski refraktometer (Slika 3.2) - Prav tako deluje na principu popolnega od-
boja. Tanko rezino vzorca postavimo med dve prizmi z visokim lomnim kolicˇni-
kom. Nato izmerimo kot, pod katerim pride svetloba v prizmo. S poznavanjem
lomnega kolicˇnika prizme ter kotom prizme lahko s pomocˇjo enacˇbe 3.2 izracˇu-
namo lomni kolicˇnik vzorca. Takšni refraktometri dosegajo natancˇnost lomnega
kolicˇnika reda 10−4, merimo pa lahko lomne kolicˇnike tkiv v obmocˇju 1,32 - 1,47,
odvisno od lomnega kolicˇnika prizem. [10].
n¯ =
√
sinα ∗ cosα+ sinα ∗ [n20− sin2βt] (3.2)




Slika 3.2: Skica prikazuje princip delovanja laserskega refraktometra. Monokromatski
žarek pošljemo skozi kolimator v prizmo, kjer se žarek zlomi, v tkivo/vzorec. Tam se
zaradi popolnega odboja odbije. Pri izstopu iz prizme se žarek deloma lomi in pade na
detektor svetlobe. Nato s pomocˇjo enacˇbe 3.2 izracˇunamo lomni kolicˇnik vzorca.
Slika je povzeta po [1].
• Refraktometer z votlo prizmo (Slika 3.3) - Metoda temelji na lomu svetlobe. Z
laserskim izvorom svetlobe svetimo, v votlo prizmo v katero nalijemo željen vzo-
rec, ter nato izmerimo kot pod katerim izhaja svetloba iz prizme. Nato lahko preko
enacˇbe 3.3 izracˇunamo lomni kolicˇnik vzorca. Metoda zaradi absorbcije deluje
samo na tekocˇih vzorcih, ter pri zadostni jakosti svetlobe. Razpon rezultatov s to
tehniko dobimo od 1,00 do 3,86 (za A= 30◦). Ta ni odvisen samo od lomnega kolicˇ-
nika prizme, temvecˇ tudi od notranjega kota prizme (A). Natancˇnost refraktometra









Slika 3.3: Skica refraktometra z votlo prizmo. Laserski žarek pošljemo v votlo prizmo
napolnjeno s tekocˇino. Tam se svetloba lomi pod nekim kotom ter nato še enkrat pri
prehodu iz prizme v zrak. Žarek ujamemo na zaslon ter s pomocˇjo goniometricˇne mize
odcˇitamo kot, pod katerim je prišla svetloba iz prizme. Slika je povzeta po [1].
3.2 Abbejev refraktometer
3.2.1 Zgodovina
Abbejev refraktometer (slika 3.4) je zasnoval nemški fizik Ernst Abbe leta 1869 med svo-
jim delovanjem pri Carlu Zeissu. Sprva je bil izdelan samo po narocˇilu kupca in šele
leta 1881 ga je Carl Zeiss dodal v svojo redno ponudbo. Slednji je bil edini proizvajalec
Abbejevega refraktometra naslednjih 40 let. Nato pa so ga po vojni zacˇeli proizvajati tudi
drugi, deloma zaradi predaje patenta Združenim državam ter Veliki Britaniji kot poplacˇilo
vojne škode, deloma pa zaradi proizvajalcev opticˇnih naprav, ki so po vojni iskali nova
tržišcˇa. Prvi Abbejevi refraktometri so bili pomankljivi, saj niso zagotavljali konstantne
temperature vzorca. Slednja je pri meritvah pomembna, saj se lomni kolicˇnik snovi spre-
minja s temperaturo. Pomanjkljivost so odpravili z vodnim hlajenjem. Kljub nadaljnjemu
izboljševanju naprave je princip po 150 letih še vedno enak [12].
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3.2. Abbejev refraktometer
Slika 3.4: Slika Abbejevega refraktometra. Vidimo lahko zrcalo (A), ki zbira svetlobo
ter jo usmeri preko osvetljevalne (B) in merilne prizme (C). Prizmi sta obdani z alumi-
nijem (D), preko katerega tecˇe voda za hlajenje, tako da lahko nadzorujemo temperaturo
vzorca. Vidimo tudi vrtljivi gumb (E) za spreminjanje kota in teleskop (F) za gledanje
osvetljenega ter osencˇenga dela.
3.2.2 Delovanje
Glavni princip delovanja Abbejevega refraktometra temelji na popolnem odboju in kriticˇ-
nem kotu. Postopek meritve lomnega kolicˇnika poteka tako: (Slika 3.5)
• vzorec položimo med dve prizmi (osvetljevalno ter merilno)
• divergenten snop svetlobe pošljemo skozi prizmo v vzorec
• svetloba se na stiku z merilno prizmo lomi, pod dolocˇenim kotom pride do popol-
nega odboja
• s pomocˇjo teleskopa se izmeri podrocˇje osvetljenega dela ter osencˇenga dela, hkrati
pa obrne sliko tako da je osencˇen del v spodnjem delu okularja




• nato ob podanem lomnem kolicˇniku merilne prizme (N), ki je ponavadi 1,75, ter
odcˇitanem kriticˇnemu kotu teleskopa proti meritveni prizmi (θ0) izracˇunamo lomni
kolicˇnik vzorca (n) preko enacˇbe 3.4 [13]:
n = N sinθ0 (3.4)
• za hitrejše delovanje ima Abbejev refraktometer dodaten teleskop, preko katerega
preprosto odcˇitamo lomni kolicˇnik, saj ima po enacˇbi 3.5 preracˇunano skalo glede
na izhodni kot svetlobe iz merilne prizme [13].
Slika 3.5: Prikaz osnovnega delovanja Abbejevega refraktometra. Vzorec je postavljen
med osvetljevalno in merilno prizmo. V teleskopu so tudi kompenzacijske prizme, ki nam
sliko izostrijo. V okularju teleskopa je narisan križ za lažje pozicioniranje osvetljenega
ter osencˇenega dela. Lomni kolicˇnik nato odcˇitamo s pomocˇjo drugega teleskopa, ki ima
umerjeno skalo. Slika je povzeta po [14].
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3.2. Abbejev refraktometer
Sipanje in absorbcija imata v tkivih velik vpliv, zato se za merjenje lomnih kolicˇni-
kov tkiv raje uporabi Abbejev refraktometer v odbojnem nacˇinu [13] (Slika 3.6), saj skozi
vzorec ne pride dovolj direktne prepušcˇene svetlobe. Glavna razlika slednjega refrakto-
metra je, da svetlobe ni potrebno poslati skozi vzorec, temvecˇ jo pošljemo skozi stranico
merjene prizme proti tkivu. Nato se pri kriticˇnem kotu pojavi popolni odboj, svetloba
pa se odbije ven skozi tretjo stranico. Pravtako je pri takem refraktometru lažje izmeriti




N2− sin2φ − cosβ sinφ (3.5)
pri cˇemer je n lomni kolicˇnik vzorca, N lomni kolicˇnik prizme, β pa kot loma svetlobe pri
prehodu v in iz prizme.
Slika 3.6: Shema delovanja Abbejevega refraktometra v odbojnem nacˇinu. Divergenten
snop svetlobe vstopi v prizmo in se na meji med vzorcem in daljšo stranico prizme deloma
odbije in deloma prepusti, odvisno od kota žarkov. Skozi nasprotno kratko stranico prizme
se posledicˇno prepusti svetloba z znanim prostorskim potekom intenzitete, ki omogocˇa
dolocˇitev kota popolnega odboja in iz njega lomnega kolicˇnika vzorca. Slika je povzeta
po [13].
Glavna pomanjkljivost Abbejevega refraktometra ostaja nezmožnost hkratne meritve
lomnega kolicˇnika za posamicˇne valovne dolžine. Povedano drugacˇe ne moremo dobiti
lomnih kolicˇnikov za spekter željenih valovnih dolžin. Obmocˇje delovanja je tipicˇno ome-
jeno na lomne kolicˇnike med 1,3 ter 1,7. To omejitev sicer odpravi Abbejev refraktometer








Moj sistem sestavljajo naslednje komponente:
• Linearni piezo koracˇni motor. Motor oznake ELL10/M - Linear Stage: 60,0 mm
Travel, ki nosi ogrodje za detektor, proizvaja ga Thorlabs. Ima naslednje lastnosti:
– razpon premika 60 mm
– ponovljivost (ob 100 g obremenitvi) ±20 µm
– maksimalno obremenitev 200 g
– minimalno življenjsko dobo 100 km
Poganjata ga dva piezo motorja, ki ju poganja napetost med 4,5 V in 5,5 V. Ko-
racˇni motor komunicira z racˇunalnikom preko vmesne plošcˇe, ki pretvori ukaze v
elektricˇne napetosti [15].
• Izvor svetlobe. Za izvor svetlobe uporabimo žarnico elc 24 V 250 W eiko japan
70a, proizvajalca EiKo iz Wolframa, tako da dobimo celoten spekter svetlobe. Za
napajanje uporabimo napajalnik RWS300B-24, proizvajalca TDK-Lambda, ki od-
aja izhodno napetost 24 V ter ima maksimalno mocˇ 300 W. Za lažje opravljanje
dodamo še stikalo za vklop ter izklop. Žarnico vpnemo v stojalo LCP01/M, pro-
izvajalca Thorlabs. Žarnica sveti v tulec, ki zajame svetlobo ter jo nato pošlje po
opticˇnemu kablu FT030-Y, proizvajalca Thorlabs, ki ima premer vlakna 1 mm do
prizme.
• Prizma. PS611 UV Fused Silica Right-Angle Prism, Uncoated, 25 mm, prav tako
prizvajalca Thorlabs, uporabimo za odboj svetlobe, ki ga dobimo preko opticˇnega
kabla, na stiku s tkivom. Njene lasnosti so:
– SiO2 ima povprecˇen lomni kolicˇnik (n) 1,4585
– osnovni stranici merita 25 mm
– Ima visoko prepustnost v obmocˇju od 200 nm do 2000 nm.
Prizma je vpeta s pomocˇjo 3D sprintanega držala. Lomni kolicˇnik prizme se z
valovno dolžino svetlobe spreminja, kar lahko opazimo v grafu 4.1 [16].
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Slika 4.1: Lomni kolicˇnik SiO2 v odvisnosti od valovne dolžine v razponu 260 nm - 1000
nm, pri tem pade lomni kolicˇnik iz 1,5024 na 1,4504. Slika je povzeta po [17]
.
• Zbiranje svetlobe Svetlobo zberemo s pomocˇjo tulca SM1L25, podjetja Thorlabs.
Pred tulec postavimo še zaslonko SM1D12C, ki jo prav tako izdeluje podjetje Thor-
labs. Za razpršitev svetlobe poskrbi 1 mm debela plast teflona. Nato zajeto svetlobo
vodimo s pomocˇjo opticˇnega vlakna qp50-2-uv podjetja Ocean Optics do spektro-
metra.
• Spektrometer (Slika 4.2) oznake USB2000+UV-VIS-ES, proizvajalca Ocean Op-
tics, uporabimo za merjenje spektra zajete svetlobe. Spektrometer se poveže z ra-
cˇunalnikom preko usb kabla, z zajemalnim tulcem pa preko opticˇnega kabla. Ima
naslednje lastnost:
– pokriva obmocˇje svetlobe med 200 nm in 850 nm
– integracijski cˇas je nastavljiv od 1 ms pa vse do 65 s
– ima razmerje signal-šum 250:1
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Slika 4.2: Uporabljen spektrometer. Pod cˇrko A je ozacˇen priklop za racˇunalnik, pod cˇrko
B pa priklop za opticˇno vlakno. Slika je povzeta po [18]
• Ogrodje je izdelano s pomocˇjo Bosch profilov, (4.3) ki jih preprosto povežemo z
uporabo kotnikov.
Slika 4.3: Dva bosch profila povezana s kotnikom
• Držala Pri nekaterih komponentah kot so: držalo prizme, držalo koracˇnega mo-
torja, držalo osvetljevalnega vlakna ter držala za zbiranje svetlobe, smo morali sami
narisati komponente ter jih natisniti s 3D tiskalnikom.
• Cˇrna škatla. Sistem postavimo v tako imenovano cˇrno škatlo, ki nam zmanjša
svetlobni šum okolice. Škatlo sestavljajo cˇrne forex plošcˇe.
• Posoda za tekocˇino. Posodo smo narisal v programu Fusion 360 (dostopen na na-
slovu: https://www.autodesk.com/products/fusion-360/students\
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-teachers-educators), podjetja Autocad. Ter jo nato izdelali s pomocˇjo 3D
tiskalnika.
4.2 Programska oprema
Programska oprema je potrebna za upravlanje spektometra ter koracˇnega motorja. Za
upravljanje spektometra lahko uporabimo program SpectraSuite (dostopen na naslovu
https://oceanoptics.com/product-category/acquisition-and-analysis/),
ki nam omogocˇa nastavljanje parametrov, kot so število povprecˇij, integracijski cˇas, odšte-
vanje ozadja. Program proizvaja isto podjetje, ki proizvaja tudi spektrometer (Ocean Op-
tics). Za premikanje koracˇnega motorja pa lahko uporabimo progam, ki ga zagotavlja pro-
izvajalec koracˇnega motorja Thorlabs, in sicer ELLO (dostopen na naslovu https://
www.thorlabs.com/newgrouppage9.cfm?objectgroup_id=11736). Sle-
dnji nam omogocˇa premikanje koracˇnega motorja. Zaradi hkratne uporabe obeh progra-
mov si zadevo olajšamo ter uporabimo programski jezik Python verzije 3.6 [19] (Dosto-
pen na http://www.python.org), ki nam omogocˇa uporabo knjižnic za upravljanje
tako s spektrometrom kot s koracˇnim motorjem istocˇasno. Nekaj najbolj osnovnih funk-
cij, ki sem jih ustvaril so v tabeli 4.1.
Funkcija Pomen
PREMIK_motorja premikanje zajemnega tulca
POV_razdalja_mm prebere povratno informacijo o razdalji motorja
POVEZAVA_spektrometer vzpostavi povezavo s spektrometrom
ŠUM_OKOLICE zajame spekter okolice
POV_INFO_SPEC prebere spekter zajete svetlobe
SHRANI_REZ shrani rezultate v obliki tekstovne datoteke
BRANJE_REZ prebere rezultate za nadaljno obdelavo
GRAF_NANOMETRI izriše graf intenzitete za dolocˇeno valovno dolžino
GRAF_KOLICNIK izriše graf premika koracˇnega motorja
v odvisnosti od valovne dolžine svetlobe
Tabela 4.1: Tabela glavnih funkcij, ki nastopajo v napisanem programu
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Slika 4.4: Slika postavljenega sistema. Cˇrka A oznacˇuje izvir svetlobe, B - opticˇno vlakno
za osvetljevanje, C - 3D natisnjeno stojalo za prizmo, D - tulec za zbiranje svetlobe, E -
zaslonka s spremenljivo odprtino, F - stojalo za zbiralni tulec, G - opticˇno vlakno za
vodenje zbrane svetlobe do spektrometra, I - ogrodje sestavljeno iz bosch profilov, J -
koracˇni motor.
Slika 4.5: Slika sistema iz drugega zornega kota. J - koracˇni motor, K - držalo za osve-
tljevalni opticˇni kabel, L - prizma, M - posoda za tekocˇino
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Vse te funkcije sem povezal v glavnem delu programa (vrstice med 843 in 946, slika
4.6). Vsemu skupaj sem dodal še uporabniški vmesnik (Slika 4.7), ki dopušcˇa nastavlja-
nje integracijskega cˇasa spektrometra, število povprecˇij sprektrometra, zacˇetno in koncˇno
pozicijo koracˇnega motorja, dolžino vmesnega koraka, ime shranjene datoteke, pogled
izmerkov za posamicˇen korak, izracˇun koraka pri katerem nastane popolni odboj za po-
samezno valovno dolžino, ter izracˇun koraka pri katerem nastane popolni odboj za vse
valovne dolžine podano v grafu.
Slika 4.6: Izsek napisane kode za upravljanje z refraktometrom ter koracˇnim motorjem
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Slika 4.7: Uporabniški vmesnik programa. Na njem je možno spreminjati oz. nastavljati
kar nekaj nastavitev, med drugimi integracijski cˇas spektrometra in število povprecˇij spek-
trometra, vmesni premik koracˇnega motorja.
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Referencˇni vzorec je bil v primeru karakterizacije sistema zrak, saj zaradi velike razlike
v lomnih kolicˇnikih lahko dosežemo popolni odboj pri relativno majhnih kriticˇnih kotih.
Najprej si poglejmo, kako spreminjanje integracijskega cˇasa (Slika 5.2) ter povprecˇenja
(Slika 5.1) vpliva na rezultate.
(a) Graf rezultatov pri razdalji koracˇnega
motorja 20 mm, s številom povprecˇji 4, ter
integracijskim cˇasom 2 sekundi. σ = 24.01
(b) Graf rezultatov pri razdalji koracˇnega
motorja 20 mm, s številom povprecˇji 36, ter
integracijskim cˇasom 2 sekundi. σ = 8.49
Slika 5.1: Primerjava rezultatov z drugacˇnim številom povprecˇij. Vecˇje število povprecˇij
(5.1b) doprinese k manjšemu šumu dobljenih rezultatov, kar posledicˇno pomeni lažjo
obdelavo podatkov in vecˇjo natancˇnost rezultatov.
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(a) Graf rezultatov pri razdalji koracˇnega
motorja 20 mm, s številom povprecˇji 4, ter
integracijskim cˇasom 2 sekundi. σ = 24.01
(b) Graf rezultatov pri razdalji koracˇnega
motorja 20 mm, s številom povprecˇji 4, ter
integracijskim cˇasom 4 sekunde. σ = 27.57
Slika 5.2: Primerjava rezultatov z drugacˇnim integracijskim cˇasom. Daljši integracijski
cˇas (5.2b) pomeni, da na senzor vpade vecˇ svetlobe (linearna odvisnost: dvakrat daljši
cˇas pomeni dvakrat vecˇjo intenziteta), kar nam da vecˇjo intenziteto rezultatov. To nam
omogocˇi boljše koncˇne rezultate.
Daljšanje integracijskega cˇasa doprinese k vecˇjemu signalu, kar pomeni višje raz-
merje signal-šum (SNR) pri valovnih dolžinah, povecˇanje števila povprecˇij (Slika 5.1)
pa k manjši zašumljenosti rezultatov, kar prav tako pomeni višje razmerje SNR pri va-
lovnih dolžinah. Odvisnost od nižanja šuma z vecˇanjem števila povprecˇij je podano kot
korenska odvisnost in pada z 1√n , pri cˇemer je n število povprecˇij. To potrdimo tudi v
našem primeru, saj je standardna deviacija v primeru s 4 povprecˇenji 24, v primeru s 36
povprecˇenji pa 8,5. Vendar višanje obeh spremenljivk viša tudi cˇas merjenja. Zato smo
izbrali za optimalne parametre integracijski cˇas 5 sekund ter število povprecˇenj 16. Hkrati
pa lahko nastavljamo tudi korak med posamicˇnimi meritvami. Ker z manjšanjem razdalje
med posamicˇnimi koraki dobivamo vecˇje število meritev nam to doprinese k bolj natancˇni
meritvi kot lahko vidimo na sliki 5.3.
Na slikah 5.3 in 5.4 so z rdecˇo cˇrto prikazani rezultati prileganja z erf funkcijo. Po-




Izmerjeno odvisnost intenzitete odbite svetlobe od koraka koracˇnega motorja sem anali-









Korak pri kriticˇnem kotu je bil dolocˇen kot sredina strmine fita. Za graf 5.3a dobimo
kriticˇne korak 22,220, za graf 5.3b pa 20,716, vendar lahko ta rezultat izboljšamo cˇe
odrežemo zacˇetne in koncˇne tocˇk, kar nam izboljša fit. Cˇe odrežemo zacˇetna dva elementa
ter koncˇna dva elementa dobimo rezultat 21,988 (Slika 5.4), kar je izboljšanje, vendar še
vedno slabše kot pri meritvi z manjšimi premiki med posameznimi meritvami.
(a) Graf rezultatov za valovno dolžino 650
nm, z razdaljo med premiki 0,5 mm, inte-
gracijskim cˇasom 4 sekunde ter s številom
povprecˇji 16
(b) Graf rezultatov za valovno dolžino 650
nm, z razdaljo med premiki 1 mm, integra-
cijskim cˇasom 4 sekunde ter s številom pov-
precˇji 16
Slika 5.3: Primerjava rezultatov z drugacˇno razdaljo med posameznim premikom ko-
racˇnega motorja. Kot lahko vidimo ob vecˇjem številu tocˇk (Graf 5.3a) dobimo lepše
prileganje fita kot pri grafu z manjšim številom tocˇk.
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(a) Graf rezultatov za valovno dolžino 650
nm, z razdaljo med premiki 1 mm, integra-
cijskim cˇasom 4 sekunde ter s številom pov-
precˇji 16
(b) Graf rezultatov za valovno dolžino 650
nm, z razdaljo med premiki 1 mm, integra-
cijskim cˇasom 4 sekunde ter s številom pov-
precˇji 16, ter odrezanimi prvima dvema ele-
mentoma ter zadnjima elementoma.
Slika 5.4: Primerjava rezultatov brez odreza elementov (5.4a) ter z odrezom elementov
(5.4b), slednji nam poda lepši fit, kar pomeni bolj natancˇen rezultat.
Cˇe izrišemo dobljene razdalje, pri katerih pride do popolnega odboja pri razlicˇnih
valovnih dolžinah in dobljene rezultate potenciramo na -1, dobimo graf odvisnosti koraka
od valovne dolžine (Slika 5.5).




Iz slike je razvidno da z vecˇanjem valovne dolžine kriticˇni kot narašcˇa, kar je pricˇa-
kovano. Lomni kolicˇnik za zrak je skoraj neodvisen od valovne dolžine in je približno 1.
Lomni kolicˇnik prizme z valovno dolžino enakomerno pada, zato mora rasti kriticˇni kot




















Kjer smo uporabili analiticˇni izraz za lomni kolicˇnik prizme [17] in zraka [20] (enacˇba
ima obliko enacˇbe 2.7 v katero smo vstavili analiticˇno enacˇbo za izracˇun lomnega kolicˇ-
nika prizme in zraka pri dolocˇeni valovni dolžini). Kriticˇni kot narašcˇa z valovno dolžino
(Slika 5.6), dobljena razdalja pri kateri nastane kriticˇni kot pa pada z valovno dolžino.
To lahko objasnimo s tem, da ima koracˇni motor izhodišcˇno tocˇko na strani, kjer merimo
prepušcˇeno svetlobo. Zaradi preglednosti rezultatov smo naše kriticˇne korake potencirali
na -1.
Slika 5.6: Na grafu je prikazan kriticˇni kot pri prehodu iz prizme v zrak. Kriticˇni kot
narašcˇa z valovno dolžino.
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5.2.1 Rezultati vode
Po meritvi zraka smo poizkusili izmeriti lomne kolicˇnike vode, saj lahko s pomocˇjo vode
ter mešanic vode in glicerola umerimo napravo, tako da nam takoj poda lomni kolicˇnik
oz. kriticˇni kot. Pripravili smo mešanice, kot je prikazano v tabeli 5.1 ter jim izmerili
lomne kolicˇnike s pomocˇjo Abbejevega refraktometra, oznake NAR-4T, podjetja ATAGO
(slika 3.4). Meritve so potekale tako, da smo najprej nanesli pripravljeno mešanico vode
in glicerola na osvetljevano prizmo. Nato smo združili osvetljevalno in merilno prizmo in
skozi osvetljevalno prizmo usmerili žarek svetlobe. S vrtljivim gumbom smo spremenili
kot refraktometra tako, da se je preko teleskopa videlo enako razmerje med osvetljenim
in osencˇenim delom. S pogledom skozi drugi teleskop pa smo odcˇitali dobljeni lomni
kolicˇnik mešanice.






Tabela 5.1: Razpredelnica pripravljenih mešanic vode in glicerola ter njihovi lomni ko-
licˇniki, izmerjeni s pomocˇjo klasicˇnega Abbejevega refraktometra.
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Po poizkušanju razlicˇnih parametrov, za merjenje 100% vode smo se odlocˇili za inte-
gracijski cˇas desetih sekund in število povprecˇji 4, saj imajo dobljeni izmerki podobnoo-
bliko, kot smo jih dobili pri zraku, kot lahko razberemo iz slike 5.7.
Slika 5.7: Graf intenzitete valovnih dolžin za meritev vode, pri razdalji 11 mm, integra-
cijskim cˇasom 10 sekund in številom povprecˇij 4.
Nato smo izlušcˇili rezultate, ki so podani s sliko 5.8. Kot opazimo sta grafa 5.8 in 5.9
drugacˇne oblike. Pri grafu 5.8 se razdalja koracˇnega motorja ne spreminja z valovno dol-
žino, pri grafu 5.9 pa lahko opazimo da kriticˇni kot narašcˇa vse do 650 nm nato pa zacˇne
padati. To pojasnimo s tem, da so pri majhnih razlikah lomnih kolicˇnikov med vodo in
prizmo, potrebni veliki kriticˇni koti za popolni odboj. Ko želimo dosecˇi potrebne kri-
ticˇne kote, za popolni odboj, se nam svetlobe popolnoma odbije ne samo na daljši stranici
prizme, ampak tudi na krajših stranicah, saj so kriticˇni koti manjši na stiku prizma-zrak,
kot kriticˇni koti na stiku prizma-vzorec. Zaradi tega se nam žarek na krajših stranicah
odbije nazaj v prizmo in dobimo vecˇkratne odboje. Posledica tega je, da meje pri kateri
nastane popolni odboj ne vidimo. To se bo zgodilo tudi pri vzorcih z višjimi lomnimi ko-
licˇniki, kot ga ima voda, tako da je vsako nadaljnje merjenje z vzorci nemogocˇe z uporabo
SiO2 prizem.
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Slika 5.8: Graf dobljenih razdalj koracˇnega motorja pri kateri pride do popolnega odboja,
za vodo z integracijskim cˇasom 10 sekund in številom povprecˇij 4.
Slika 5.9: Graf izracˇunanih kriticˇnih kotov za prehod svetlobe iz prizme v vodo z uporabo




V diplomskem delu smo pokazali, da je mogocˇe Abbejev refraktometer v odbojnem na-
cˇinu uporabiti za spektralno meritev lomnega kolicˇnika v primeru zraka. Izmerjen potek
odvisnosti koraka koracˇnega motorcˇka, pri katerem je prišlo do popolnega odboja od va-
lovne dolžine, je imel enak potek kot teoreticˇna krivulja odvisnosti kota popolnega odboja
od valovne dolžine izracˇunana za SiO2 prizmo in zrak.
Meritve na vodi in bioloških vzorcih žal niso bile uspešne, ker prototip, ki sem ga
izdelal za ta namen, ni bil optimiziran za lomne kolicˇnike med 1,3 in 1,5. Eden izmed po-
glavitnih vzrokov za neuspeh v primeru vode in tkiv je premajhen lomni kolicˇnik prizme.
Do popolnega odboja pride pri prehodu iz opticˇno gostejše snovi v opticˇno redkejšo in
vecˇja kot je ta razlika, manjši je kriticˇni kot. Zato bi bila potrebna prizma s precej vecˇjim
lomnim kolicˇnikom. Cˇe bi na primer uporabili stekleno prizmo narejeno iz standardnega
SF11 stekla z lomnim kolicˇnikom 1,785, bi bil v primeru vode kot popolnega odboja enak
48◦ (Slika 6.1) in v primeru tkiva z lomnim kolicˇnikom 1,5 57◦.
Slika 6.1: Simuliran prikaz potovanja žarka iz medija A (prizma) z lomnim kolicˇnikom
2,2 v medij B (tkivo) z lomnim kolicˇnikom 1,6. Kljub visokem lomnem kolicˇniku tkiva
so kriticˇni koti majhni (blizu 45◦)
Slika je dobljena s pomocˇjo simulacije. [22]
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Možna izboljšava sistema bi bila tudi uporaba vecˇje prizme. Pri vecˇji prizmi lahko
vanjo pošljemo žarek svetlobe pod vecˇjim kotom in se tako povecˇa tako locˇljivost kot raz-
pon merljivih lomnih kolicˇnikov. Cˇe bi namesto stožcˇastega svetlobnega izvora uporabili
linearen divergenten izvor, bi bilo mogocˇe na drugi strani prizme zajemati signal iz cele
cˇrte, kar bi precej povecˇalo amplitudo signala. To bi izboljšalo razmerje signal-šum ali pa
zmanjšalo potrebno število povprecˇenj oz. integracijski cˇas in s tem skrajšalo cˇas meri-
tve. Potreben bi bil tudi mocˇnejši koracˇni motor, saj uporabljeni nima dovolj mocˇi, da bi
premikal zajemalni tulec ter opticˇno vlako pod poljubnim kotom. Z mocˇnejšim motorjem
bi ga lahko namestili pod kotom 45◦ ter posledicˇno prizmo pod kotom 0◦, kar bi olajšalo
meritve tekocˇin.
Tako izboljšan sistem bi omogocˇal spektralno-locˇljive meritve lomnega kolicˇnika tkiv,
kar bi prineslo dragocene informacije. Te informacije bi bile v pomocˇ tako pri razumeva-
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